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Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Uberwachen der 
Reagensabgabe in einetn Abtastspektrophotometer und auf ein fur* 
ein solches Verfahren geeignetes Reagens. 

Bei derzeitigen Reagensabgabe systemen besteht ein Problem darin, 
dass es nach der Zugabe eines Reagens in ein Reaktionsgemiscli 
schwierig ist, die tatsachliche Menge des im Reaktionsgemiscli 
vorhandenen Reagens zu bestimmen. Dies ist insbesondere br~ 
Blutkoagulierungstests ein Problem. Bei dieser Testart, wenn ein 
Blutkoagulierungsreagens wie Thromboplastin oder Thrombin in 
eine Pipette eingesaugt wird, kann Luft in die Pipette eingezo- 
gen werden, so dass moglicherweise eine ungemigende Reagensmenge 
abgegeben wird. 

Bei Tests obenstehender Art besteht ein wei teres Problem darin, 
dass es moglicherweise nicht leicht zu bestimmen ist, ob eine zu 
prufende Plasmaprobe in der Reaktionskuvette vorhanden ist. 

Deshalb besteht ein Ziel der vorliegenden Erfindung darin, ein 
Verfahren zum genauen Messen der in ein Reaktionsgemisch abgege- 
benen Reagensmenge zur Verfugung zu stellen. 

Ein weiteres Ziel der Erfindung besteht darin, ein Verfahren zum 
Bestimmen des Vorhandenseins der zu testenden Probe im Reak- 
tionsgemisch zur Verfugung zu stellen.- 



Ein weiteres Ziel der Erfindung besteht darin, ein fur das oben 
erwahnte Verfahren geeignetes Reagens zur Verf ugung zu stellen. 
Die Erfindung stellt ein Verfahren zum Messen der Reagenskonzen- 
tration in einem Reaktionsgemisch zur Verf ugung, welches fol- 
gende Schritte umfasst: Zugabe von Farbstoff zu einem Reagens, 
bis der Farbstoff im Reagens eine bekannte Konzentration er- 
reicht; Mischen des Reagens mit einer Probe , urn ein Reaktionsge- 
misch zu bilden, das eine Komponente umfasst , die mit dem Rea- 
gens reagiert, um ein Reaktionsprodukt zu bilden; Messen der 
Bildung eines Reaktionsprodukt s in einem ersten Spektralbereich; 
Messen der Parbstof fkonzentration im Reaktionsgemisch in einem 
zweiten Spektralbereich, in dem der Parbstoff eine optische Ei- 
genschaft wie Absorption oder Fluoreszenz aufweist, wobei sich 
der zweite Spektralbereich vom ersten Spektralbereich unter- 
scheidet, und Bestimmen der Reagenskonzentration im Reaktionsge-- 
misch auf der Basis der gemessenen Farbstoff konzentration* Un- 
terschiede, die im Reagens oder in der Probe durch Farbe oder 
Trubung verursacht werden, werden durch Normierung beseitigt> 
indem eine Messung von optischen Eigenschaf ten des Reaktionsge- 
mischs in einem dritten Spektralbereich verweiidet wird, in dem 
weder das Reaktionsprodukt nocli der Farbstoff eine optische Ei- 
genschaft aufweist. 

Bei einer anderen Ausfuhrung stellt die Erfindung ein Blutkoagu- 
lierungsreagens zur Verf ugung, das einen Farbstoff enthalt, der 
in einem Spektralbereich ausserhalb des Interessenbereichs des 
Reaktionsgemischs eine optische Eigenschaf t aufweist, urn die 
Konzentration des Reagens zu uberwachen. 

Figur 1 illustriert das Spektrum von Patentblau VF, das ein zur 
Ausfuhrung der Erfindung geeigneter Farbstoff ist. Patentblau VF 
{Schwef elblau, CI42045) weist bei 635nm einen Absorptionshochst- 
wert und bei 410nm einen sekundaren Hochstwert auf, die in der 
Figur dargestellt sind. 

Figur 2 illustriert Patentblau VF in einer auf Thromboplastin 
basierenden PT-Koagulationszeitreaktion. Figur 2a zeigt den 
Hochstwert fur das gebildete Koagulat , und Figur 2b zeigt die 
gleiche Reaktion mit Farbstoff im Reagens. 



Das vorliegende Verfahren wird vorzugsweise zusairanen mit einem 
optischen Uberwachungssystem angewendet wie dasjenige, das An 
der gleichzeitig angemeldeten WO- A- 91/08455 offenbart wird, die 
den Titel "Vielkanaliges optisches Uberwachungssystem" tragt und 
auf den Inhaber der vorliegenden Anme ldung ubertragen wurde. 
Verschiedene flussige Reagenzien werden mit der Probe in einer 
Kuvette gemischt, urn eine Reaktion zu bilden, deren optischen 
Eigenschaf ten uberwacht werden. Das System wird im Prinzip zum 
Durchfuhren von Tests an Blutplasma wie PT- und APTT-Tests ver- 
wendet, welche die Zugabe von Thromboplastin, Thrombin und CaCl 2 
einschliessen, urn Fibrinogen in Fibrin umzuwandeln und ein Koa- 
gulat zu bilden. 

Bei der vorliegenden Erfindung wird eine bekannte Menge Farb- 
stoff einer bekannten Menge eines der dem Reaktionsgemisch zuzu- 
gebenden Reagenzien zugefugt. Die Farbstoff konzentration im Rea- 
gens betragt vorzugsweise ungefahr ein Tausendstel. Vorzugsweise 
wird der Farbstoff Blutkoagulierungsreagenzien wie Thrombopla- 
stin, Thrombin oder CaCl 2 zugegeben, wobei der Farbstoff aber 
auch anderen Reagenzien einer Koagulierungs- oder anderen Reak- 
tion zugegeben werden kann. 

Der dem Blutkoagulierungsreagens zugegebene Farbstoff weist die 
optische Eigenschaft auf, entweder Licht auf einer bestimmten 
Wellenlange zu absorbieren oder Licht einer bestimmten Wellen- 
lange zu f luoreszieren. Ungeachtet der optischen Eigenschaft' 
des Farbstoffs sollte dieser mit dem Inhalt des Reaktionsge- 
mischs kompatibel sein und eine optische Eigenschaft in einem 
Spektralbereich aufweisen, der ausserhalb des Interessenbereichs 
des Reaktionsgemischs liegt, das heisst des Bereichs, in dem die 
Messung der Reaktionsproduktbildung durchgefuhrt wird. 
Wenn zum Beispiel das Reagens ein Blutkoagulierungsagens wie 
Thrombin oder Thromboplastin und die Probe Blutplasma in einem 
Koagulierungstest ist, kann ein geeigneter lichtabsorbierender 
Farbstoff, beispielsweise eine blaue Farbe, dem Thrombin zugege- 
ben werden, bevor das Thrombin dem zu testenden Plasma zugefugt 
wird. Ein bevorzugter Farbstoff fur diesen Zweck ist Patentblau. 
VF®, das ein Spektrum wie in Figur 1 dargestellt auf weist. Wie 
diesem Spektrum entnommen werden kann, weist Patentblau VF eine 
grosse Durchlassigkeit auf und somit eine geringe Absorption im 
Bereich 400-550nm, dem Bereich, in dem ublicherweise das Koagu- 
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lieren von Blut bei einem Koagulierungstest mit einem Spektro- 
photometer uberwacht wird, wobei es hingegen im Bereich von 
635nm eine hohe Absorption aufweise. Wahrend der genaue Absorp- 
tionsbereich des Farbstoffs nicht kritisch ist, absorbiert der 
Farbstoff vorzugsweise im Bereich 400-550nm nicht wesentlich, in 
einem Bereich ausserhalb dieses Bereichs aber wesentlich. 
Durch Uberwachxing der Farbstof fkonzentration im Reaktionsgemisch 
auf einer Wellenlange, auf der diese absorbiert, kann die Throm- 
binkonzentration im Reaktionsgemisch bestimmt werden. Bine An- 
zeige von zuviel Absorption auf der Wellenlange des Farbstoffs 
bedeutet, dass das Thrombin noch nicht genugend verdunnt wurde, 
bevor das Thrombin dem Plasma zugefugt wurde, oder dass im Reak- 
tionsgemisch kein Plasma vorhanden Oder nicht in den richtigen 
Prbportionen vorhanden 1st.. Dagegeh bedeutet zu geringe Absorp- 
tion auf der Wellenlange des Farbstoffs entweder, dass nicht ge- 

nug Thrombin zugegeben wurde, oder dass zuviel Plasma im Reak- 

- ■ *• 

tionsgemisch vorhanden ist. 

Falls vom Spektrophotometer auf der Wellenlange des Farbstoffs 
entweder zuviel oder zuwenig Absorption gemessen wird, macht das * 
Spektrometer den Bediener durch eine Anzeige oder einen Ausdruck 
auf das Problem aufmerksam. Wenn alien Reagenzien ein geeigneter 
Farbstoff zugefugt wird und dann die Absorption nach d^r Abgabe 
des Reagens wahrend kurzer Zeit auf einer geeigneten Wellenlange 
uberwacht wird, kann die Menge Reagens plus Plasma gut genug be- 
stimmt werden, urn zu wissen, ob sowohl Plasma als auch Reagens 
im Reaktionsgemisch vorhanden sind. 

Nach der vorliegenden Erf indung werden bichromatische Techniken 
verwendet, worin die Durchlassigkeit in einem dritten Bereich 
gemessen wird, der vom Farbstoff oder von der Reaktion nicht be- 
einflusst wird. Dadurch konnen alle voranalytischen Variablen 
eliminiert werden, um den Test fur die Unterschiede unter den 
Instrument en, Proben und Reagenzien zu standardisieren, wahrend 
dennoch der Vorteil erhalten wird r die Konzentration des Farb- 
stoffs, und somit des Reagens, gleichzeiitig mit der stattfinden- 
den Reaktion messen xxnd die Resultate gleichzeitig bestimmen zu 
konnen . 

Fur Tests, die bichromatische Techniken verwenden, ist der be- 
vorzugte Farbstoff Patentblau VF (CI Lebensmittelblau 3 , 
#42045) , der einen primaren Hochstwert bei 635nm und einen se- 



kundaren Hochstwert bei 410nm ^ufweist. Es konnen Derivate von 
Patentblau VF oder alle anderen Farbstoffe verwendet werden, 
welche die Bedingungen erfullen, dass sie die Reaktion 
(Koagulatbildung) nicht beeinf lussen, dass sie Durchlassigkeits- 
hochstwerte auf Wellenlangen aufweisen, die von der Anwe senile it 
von Plasma nicht beeintrachtigt werden, dass sie mi£ den thera- 
peutischen Arzneimitteln {zum Beispiel Heparin) nicht reagieren, 
und dass sie kompatibel sind mit Calciumchlorid, Thromboplastin, 
Thrombin oder irgendeinem anderen Reagens, das in einem spezifi- 
schen Test verwendet wird. 

Bichromatische Techhiken basieren auf der Messung. der Durchlas- 
sigkeit in drei Wellenlangenbereiche. Die erste Messung wird a; 
einer Wellenlange vorgenommen, die durch den spezifischen Test 
beeinflusst wird. Zum Beispiel wird die Koagulierung von Blut 
durch Absorption im Bereich von 400-550nm gemessen. Die zweite 
Messung wird in einem Bereich vorgenommen, in dem der Farbstoff 
Licht absorbiert, der aber von der Reaktion nicht beeinflusst 
wird. Zum Beispiel ist 635nm der spektrale Hochstwert fur Pa- 
tentblau VF. Die dritte Messung wird in einem Spektralbereich 
vorgenommen, der weder vom Farbstoff noch von der Reaktion be- 
einflusst wird. Fur Blutkoagulierungstests nahmen wir die dritte 
Messung im Bereich von 705 bis 715nm vor. Es kann jedoch jeder 
andere Bereich, der weder von der Reaktion noch vom Farbstoff 
beeinflusst wird, gewahlt werden. Beim oben erwahnten Beispie 1 
konnte die dritte Messung unterhalb 400^, beispielsweise bei 
250nm gewahlt werden. 

Urn die Bestimmung von Farbstof fkonzentrations-Durchlassig- 
keitseigenschaf ten der Probe und des Reagens zu standardisieren, 
wird f olgende Formel verwendet : Farbstoff konzentration 
r (635nm) /r (705nm) , worin r = das Signal bei der Reaktionszeit 
0/Signal von Wasser ist. Durch Dividieren des r-Wertes durch das 
Signal des Wassers in der Kuvette wird die Bestimmung der Unter- 
schiede von Instrument zu Instrument korrigiert. Durch Dividie- 
ren von r(635nm) durch r(705nm) wird bei der Berechnung der 
Farbstof f konzentration eine Korrektur fur die Interferenz und 
Durchlassigkeit vorgenommen, die von der Trubung oder Farbdichte 
in der Probe oder im Reagens herruhren. Dies ist ein Ausgleich 
fur Veranderungen im zur Verfugung stehenden Licht, der tatsach- 
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lich jede Veranderung der Lichtquelle Oder Durchlassigkeit aller 
Reaktionsgemisch-bildenden Materialien ausgleicht. 
Bei der bevorzugten Ausf uhrung fur Koagulierungstests von Blut- 
plasma wird das Absprptionsvermogen auf einer Lichtwellenlange 
von 705nm gemessen, urn solche Probenunterschiede zu korrigieren. 
Ahnliche Resultate konnen innerhalb einem Bereich von Wellen- 
langen, einschliesslich 705nm, erhaiten werden wie beispiels- 
weise 700 bis 715nm, solange die Wellenlange eine solche ist, 
auf der die Probe Licht absorbiert . Zum Beispiel verursacht. die 
Trubung oder die Lichtdichte von Plasma, insbesondere von Venui- 
reinigungen wie Bilirubin, dass Licht im ungefahren 705nm-Wel- 
lenlangenbereich absorbiert wird. Da das Absorptions vermogen des 
Parbstoffs beispielsweise fur Patentblau im 635nm-Bereich liegt, 
und das Absorptionsvermpgen des Koagulats fur diese Blutkoagu- 
lierungstests im 400-550nm-Bereich liegt, eliminiert ein Aus- 
gleich des Absorptionsvermogens bei 705nm die Unterschiede, die 
von den Veruiireinigungen in der Probe stammen. 

Obwohl sich die obige Beschreibung auf ein spezifisches Reagens 
und ein spezifisches Reaktionsgemisch bezogen hat, kann die Er- 
findung atich mit anderen geeigneten Reagenzien und Reaktionsge- 
mischen ausgefuhrt werden. Im weiteren kann die Zugabe von mehr 
als einem Reagens uberwacht werden , indem Farbstoff e, diie unter- 
schiedliche Hauptabsorptionswellenlangen aufweisen, den Reagen- 
zien zugegeben werden, und die Konzent ration jedes Farbs toffs im 
Reaktionsgemisch uberwacht wird. 

Auf eine Weise/ die der oben fur einen lichtabsorbierenden Farb- 
stoff erlauterten ahnlich ist, kann dem Blutkoagulierungsagens 
ein Farbstoff zugegeben werden, der in einem Bereich ausserhalb 
des Interessenbereichs fur das Reaktionsgemisch Licht fluores- 
ziert. Wenn anstelle eines lichtabsorbierenden Parbstoffs ein 
f lucres zierender Farbstoff verwendet wird, wird die Reagenskon- 
zentration uberwacht, indem die Anwesenheit von Licht infolge 
Fluoreszenz auf einer bestimmten Wellenlange gemessen wird. 
Ein geeigneter f luoreszierender Farbstoff fur diesen Zweck ist 
Rhodamin B, das im Rotbereich des Spektrums f luoresziert . Wah- 
rend der f luoreszierende Farbstoff im Interessenbereich des Re- 
aktionsgemischs vorzugsweise nicht wesentlich Licht absorbiert, 
kann er auf jeder anderen Wellenlange des Spektrums Licht 
absorbiereh. 



BBISPIEL I 



APTT-Test : 

Patentblau VF, mit einer Konzentration von 8mg/l in CaCl 2 , wurde 
mit einer Kontrollmenge CaCl 2 auf der Coag-A-Mate X2 (Organon 
Teknika Corporation) verglichen. Bine l%ige Zunahme der Koagu-. 
lierungszeit erfolgte, wenn der Farbstoff vorhanden war, was der 
Tatsache zugeschrieben wurde, dass die X2-Optik Koagulierung;. 
bildung bei ungefahr 620nm feststellt, was mit der Durchlassig- 
keit des Farbstoff s ubereinstimmt . Die CaCl 2 -Farbstof f losung 
wurde ebenfalls bei 565nm evaluiert. Es wurde bei 565nra kein be- 
deutender Unterschied in der Wellenform f estgestellt, wenn der 
Farbstoff vorhanden war. Die Endkonzentration des Farbstoff s in 
der Probe betrug 3mg/l, was einer Durchlassigkeit von ungefahr 
50% entspricht. 

BBISPIEL II 

PT-Test: 

Patentblau VF wurde Thromboplastin in einer Konzentration von 
l,15mg/l zugegeben, wodurch eine Proben- Endkonzentration von 
0,75mg/l resultierte. Bine l-2%ige Zunahme der PT-Koagulierungs- 
zeit erfolgte, wenn der Farbstoff dem Thromboplastin zugegeben 
wurde. Kein bedeutender Dnterschied in der Form der Wellenlange 
wurde bei 565nm f estgestellt , wenn der Farbstoff vorhanden war. 
Die Bestimmung der Koagulatbildung war im wesentlichen vom Farb- 
stoff unbeeinf lusst . 
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Patentanspriiche 



1. Verfahren zum Messen der Konzentration eines Reagens in einem 
Reaktionsgemisch, welches folgende Schritte umfa'sst: 

- Zugeben von Farbstoff zu einem Reagens, bis der Farbstoff im 
Reagens eine bestimmte Konzentration erreicht; 

- Mischen des Reagens mit einer Probe, um ein Reaktionsgemisch 
zu bilden, worin diese Probe eine Komponente umfasst, die mit 
dem Reagens reagiert, urn ein Reaktionsprodukt zu bilden; 

- Messen der Reaktionsproduktbildung in einem ersten Spektralbe-^ 
reich; 

- Messen der Farbstof fkonzentration im Reaktionsgemisch in einem 
zweiten Spektralbereich, in dem der Farbstoff eine optische Ei- 
genschaft aufweist, wobei sich der zweite Spektralbereich vom 
ersten Spektralbereich unterscheidet ; 

- Messen der Durchlassigkeit des Reaktionsgemischs in einem 
dritten Spektralbereich, in dem weder das Reaktionsprodukt noch 
der Farbstoff optische Bigenschaf ten aufweisen; und 

- Bestimmen der Konzentration des Reagens im Reaktionsgemisch 
basierend auf der gemessenen Farbstof fkonzentration. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, worin . der Farbstof f im zweiten 
Spektralbereich Licht absorbiert . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, worin der Farbstoff im ersten 
Spektralbereich keine wesentlich Menge Licht absorbiert. 

4. Verfahren nach Anspruch l f worin weder der Farbstoff noch das 
Reaktionsprodukt im dritten Spektralbereich eine wesentliche 
Menge Licht absorbieren. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, worin das Reagens Thromboplastin 
und die Probe Blutplasma umfasst. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, worin das Reagens Thrombin und die 
Probe Blutplasma umfasst. 



7. Verfahren nach Anspruch 1, worin das Reagens CaCl 2 und die 
Probe Blutplasma umfasst. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, worin der Parbstoff eine Verbin- 
dung der Formel 



+ N(CH 2 CH 3 )2 



NoSO 




umfasst und der zweite Spektralbereich sich im Bereich von unge- 
fahr 635nm befindet. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, worin der Farbstoff im zweiten 
Spektralbereich Licht f luoresziert . 

10. Verfahren nach Anspruch 9, worin der Farbstoff Rhodamin B 
umfasst. 

11. Verfahren nach Anspruch 1, welches weiter das Bestimmen, ob 
die Probe dem zugegebenen Reaktionsgemisch zugegeben wurde, um- 
fasst, und zwar auf der Basis der Farbstoff konzentration im Re- 
aktionsgemisch . 

12. Verfahren nach Anspruch l, worin der zugegebene Farbstoff 
eine Konzentration von ungefahr 1 Tausendstel des Reagens auf- 
weist . 

13. Zusammensetzung, welche ein Blutkoagulierungsreagens, das 
einen Farbstoff enthalt, um die Reagens- oder Probenabgabe zu 
uberwachen, umfasst, wobei dieser Farbstoff eine optische Eigen- 
schaft in einem Bereich ausserhalb des Bereichs von ungefahr 
400nm bis 550nm aufweist. 



14. Zusarnmensetzung nach Anspruch 13, worin dieses Blutkoagulie- 
rungsreagens Thrombin umfasst. 

15. Zusarnmensetzung nach Anspruch 13 , worin dieses Blutkoagulie- 
rungsreagens Thromboplastin umfasst. 

16. Zusarnmensetzung nach Anspruch 13 , worin dieses Blutkoagulie- 
rungsreagens CaCl 2 umfasst . > 

17. Zusarnmensetzung nach Anspruch 13, worin dieser Parbstoff in 
einem Bereich ausserhalb des Bereichs von ungefahr 40 Onm bis 
550nm Licht absorbiert. 

18 . Zusarnmensetzung nach Anspruch 13 , worin dieser Parbstoff in 
einem Bereich ausserhalb des Bereichs von ungefahr 400nm bis 
550nm f luoresziert . 

19 . Zusarnmensetzung nach Anspruch 13 , worin dieser Parbstoff 
eine Verbindung der Formel 




20. Zusarnmensetzung nach Anspruch 
Rhodamin B umfasst. 



18, worin dieser Farbstoff 
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